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Glive so ubikvitarni organizmi, ki jih uvrščamo v samostojno kraljestvo. Poznanih je več kot 
70 000 vrst gliv, od tega jih 300 povzroča različna obolenja pri človeku. Nahajajo se v obliki 
plesni, kvasovk ali gob. Kvasovke so enocelični evkarionti, okroglih ali ovalnih oblik, ki se 
razmnožujejo z brstenjem. Glive so del normalne mikrobiote človeškega telesa. So pogosti 
povzročitelji lokalnih okužb kože in lasišča (Goering in sod., 2019). Glive rodu Candida 
lahko povzročijo okužbo krvnega obtoka, ki je povezana z visoko stopnjo umrljivosti. 
Okužbe predstavljajo resno tveganje imunsko oslabelim posameznikom, mednje uvrščamo 
onkološke bolnike, bolnike z AIDS-om, bolnike po presaditvi organov in nedonošenčke 
(Healey in Perlin, 2018). C. albicans je bila dolgo najpogostejši povzročitelj glivnih okužb, 
a je v zadnjih desetletjih ta delež začel upadati. Hkrati z upadom deleža okužb s C. albicans 
je prišlo do povišanja deleža okužb s C. glabrata in drugimi vrstami iz rodu Candida (Sodja 
in sod., 2009). 
Antimikotike, ki so v uporabi za zdravljenje sistemskih glivnih okužb, delimo na poliene, 
azole, pirimidine in ehinokandine. Med slednje uvrščamo kaspofungin, mikafungin in 
anidulafungin. Ehinokandini nekompetitivno inhibirajo β-(1,3)-D-glukan sintazo. Encim je 
odgovoren za sintezo β-(1,3)-D-glukana, ki je prisoten v celični steni gliv. Inhibicija β-(1,3)-
D-glukan sintaze vodi v nestabilnost celične stene in do lize celic (Sucher in sod., 2009).  
Za pojav odpornosti proti ehinokandinom so najpogosteje odgovorne mutacije v podenotah 
Fks encima glukan sintaze. Pri večini vrst Candida je odpornost posledica mutacij v podenoti 
Fks 1p, pri C. glabrata so mutacije prisotne v podenotah Fks 1p oziroma Fks 2p. V Fks 1p 
so prisotne substitucije serina za prolin, fenilalanin in tirozin. Pri Fks 2p se mutacije 
pojavljajo na serinskih ali fenilalaninskih ostankih. Mutacije v podenotah vodijo do 
zmanjšane občutljivosti za ehinokandine in do povišanih minimalnih inhibitornih 
koncentracij (MIK) pri vrstah rodu Candida (Patil in Majumdar, 2017). Pojav izolatov gliv 
z zmanjšano občutljivostjo ali odpornostjo proti antimikotikom pripisujemo povišani 
uporabi antimikotikov za namen profilakse ali za empirično zdravljenje (Lindberg in sod., 
2019). 
  
Ob naraščanju invazivnih glivnih okužb je pomemben primeren izbor metode za 
ugotavljanje občutljivosti, ki mora biti natančna in ponovljiva. Za odkrivanje odpornosti so 
na voljo komercialne metode, ki temeljijo na mikrodiluciji ali difuziji na agarju (Sanguinetti 
in sod., 2015). Referenčni metodi za ugotavljanje občutljivosti za antimikotike, ki temeljita 
na mikrodiluciji, sta razvili CLSI (angl. Clinical Laboratory Standards Institute) in EUCAST 
(angl. European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing). Obe organizaciji sta 
postavili mejne vrednosti za vrste rodu Candida. Kljub razlikam med standardoma so 
rezultati primerljivi (Alastruey-Izquierdo in Cuenca-Estrella, 2012). 
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1.1 NAMEN DELA 
 
 Preveriti in opredeliti prisotnost odpornosti proti ehinokandinom v populaciji 
kliničnih izolatov C. albicans in C. glabrata, ki so z metodo antimikotičnega 
gradienta izkazali višje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK). 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Izolati z višjimi minimalnimi inhibitornimi koncentracijami (MIK), pridobljenimi z 
metodo antimikotičnega gradienta izkazujejo višje minimalne inhibitorne 
koncentracije (MIK) tudi z referenčno mikrodilucijsko metodo. 
 
 Povišane minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) so pri večini izolatov C. 
glabrata posledica mutacij na genih FKS1 ali FKS2. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 GLIVNE OKUŽBE 
 
Mikoze delimo na površinske okužbe, podkožne okužbe in sistemske okužbe. Površinske 
okužbe z glivami so prisotne na površinah telesa kot so koža, lasje, nohti in ustna sluznica. 
Med površinske okužbe uvrščamo vaginalno kandidozo. Okužbe se prenašajo s človeka na 
človeka ter ob stiku z živalmi. Do podkožnih okužb pride ob predrtju kože. Micetom in 
sporotrihoza sta primera podkožnih okužb. Sistemske okužbe povzročijo glive, ki okužijo 
posameznike z normalnim imunskim sistemom in oportunistične glive, ki povzročijo 
bolezen pri posameznikih z oslabljenim imunskim sistemom. Med najpogostejše sistemske 
okužbe uvrščamo sistemsko kandidozo in histoplazmozo (Goering in sod., 2019). 
Invazivne glivne okužbe so v porastu. Razloge pripisujemo čedalje večji populaciji imunsko 
oslabljenih bolnikov, povečani uporabi široko spektralnih antibiotikov in citotoksičnih 
kemoterapij, povečanemu številu bolnikov s presaditvijo krvotvornih matičnih celic ter 
bolnikov s presajenimi čvrstimi organi (Sodja in sod., 2009). Med dejavnike tveganja za 
razvoj invazivne glivne okužbe uvrščamo še nevtropenijo, hematološke maligne bolezni, 
daljšo terapijo s kortikosteroidi, hospitalizacijo na intenzivni enoti, okužbo s HIV, invazivne 
posege ter zdravljenje z novejšimi vrstami imunosupresivov. Tveganje za razvoj okužbe 
predstavljajo še podhranjenost, opekline in obsežne operacije (Badiee in Hashemizadeh, 
2014). 
 
2.1.1 Povzročitelji invazivnih glivnih okužb 
 
Vsaka gliva, ki je prisotna v okolju, predstavlja tveganje za razvoj okužbe pri imunsko 
oslabelih bolnikih. Najpogosteje izolirana rodova gliv iz kliničnih vzorcev sta Aspergillus in 
Candida. Med druge pomembne povzročitelje okužb uvrščamo še Cryptococcus spp. in 
Fusarium spp.. Okužba nastane z vdihavanjem spor, kot je to pri okužbah z Aspergillus spp.. 
in Cryptococcus spp.. Drugi način je kolonizacija sluzničnih površin s Candida spp. in 
translokacija povzročiteljev v krvnožilni sistem (Badiee in Hashemizadeh, 2014). Prisotnost 
intravenoznega katetra predstavlja dejavnik tveganja za nastanek invazivne kandidoze, ki jo 
v tem primeru imenujemo katetrska sepsa (Hope in sod., 2013). 
 
2.1.1.1 Candida albicans 
 
C. albicans je prisotna v gastrointestinalnem in reproduktivnem traktu in na koži večine 
ljudi. Pod določenimi pogoji, kot je uporaba antibiotikov, sprememb v imunskemu odzivu 
kot posledica stresa, okužb, zdravljenja z imunosupresivi ali sprememb v okolju se C. 
albicans lahko čezmerno razraste in povzroči različne okužbe. Okužbe so lahko sluznične 
ali kožne, kamor uvrščamo vaginalne okužbe in plenični izpuščaj (Nobile in Johnson, 2015). 
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C. albicans lahko povzroči okužbo krvnega obtoka in invazivno sistemsko okužbo pri 
imunsko oslabelih bolnikih. Do nastanka okužbe najpogosteje pride po predrtju zaščitne 
sluznične pregrade med poškodbo ali med kirurškim posegom (Gow in Yadav, 2017). 
C. albicans ima sposobnost spreminjanja komponent celične stene, spreminjanja oblike celic 
in izločanja številnih virulentnih dejavnikov. Celična stena, ki ima vlogo pri imunskemu 
odzivu, je sestavljena iz zunanjih fibrilarnih manoproteinov in iz jedra, ki ga sestavljata β-
glukan in hitin. Spremembe v sestavi celične stene se pojavijo v različnih mikrookoljih kot 
odgovor na delovanje antimikotikov (Gow in Yadav, 2017). Biofilmi C. albicans nastajajo 
na urinskih in centralnih venskih katetrih, srčnih spodbujevalnikih, zaklopkah, sklepnih in 
zobnih protezah. Sestavljeni so iz več vrst celic, obdanih z zunajceličnim matriksom. 
Nastanek biofilma lahko vodi do invazivne okužbe, ki prizadene tkiva in organe. Biofilmi 
gliv pogosto izkazujejo odpornost proti antimikotikom. Zdravljenje sistemskih okužb 
vključuje odstranitev koloniziranih medicinskih naprav skupaj z visokimi dozami 
antimikotikov. Zdravljenje je pogostokrat kljub vsemu naštetemu zapleteno in neuspešno 
zaradi težkih osnovnih bolezni, ki jih spremljajo te okužbe (Nobile in Johnson, 2015).   
 
2.1.1.2 Candida glabrata 
 
C. glabrata od drugih vrst rodu Candida loči haploidni genom in rast v obliki 
blastokonidijev. Na Sabouraud dekstroznem agarju sevi C. glabrata tvorijo kremno 
obarvane kolonije, ki so gladke in svetleče. Od drugih vrst rodu Candida jih ločuje velikost 
celic, ki so velike od 1 do 4 µm. Na diferencialnem gojišču CHROMagarTM Candida 
(CHROMagar, Pariz, Francija) so sevi obarvani rožnato do vijolično. C. glabrata fermentira 
in asimilira glukozo in trehalozo (Rodrigues in sod, 2017). C. glabrata posreduje številne 
virulentne dejavnike. Mednje uvrščamo sposobnost izločanja fosfolipaz, lipaz in 
hemolizinov. Virulentni dejavniki lahko prispevajo k ponavljajočim se kandidozam. 
Najpomembnejši virulentni dejavnik predstavlja sposobnost tvorbe biofilma. Biofilmi lahko 
vplivajo na uspešnost zdravljenja z  antimikotiki  in na imunski odziv gostitelja. Klinični 
izolati imajo sposobnost tvorbe biofilma z različnimi plastmi proteinov, ogljikovih hidratov 
in ergosterola v matriksu (Rodrigues in sod, 2017).  
Število sistemskih okužb, ki jih povzroča C. glabrata, narašča. Povečano število okužb 
pripisujemo povišani uporabi imunosupresivne terapije skupaj z uporabo širokospektralnih 
antibiotikov in antimikotikov. V zadnjih desetletjih je narastlo število kandidoz, ki jih 
povzročajo druge vrste iz rodu Candida, glavnino teh predstavlja C. glabrata. Smrtnost, 
povezana z okužbo s C. glabrata, je najvišja med vsemi okužbami z rodom Candida 
(Rodrigues in sod, 2017).  
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2.2 INVAZIVNA KANDIDOZA 
 
Najpogostejši povzročitelj invazivne kandidoze je C. albicans. Drugi pomembni 
povzročitelji so še C. glabrata, C. parapsilosis, Issatchenkia orientalis in C. tropicalis (Hope 
in sod., 2013). Pri bolnikih, hospitaliziranih na intenzivni enoti, se sum na okužbo s Candida 
spp. pojavi ob prisotnosti klinične slike sepse ali septičnega šoka, ob istočasni izključeni 
bakterijski okužbi in pridruženih dejavnikih tveganja za glivno bolezen. Sočasno je lahko 
prisotna disfunkcija enega ali več organov ter kolonizacija s Candida spp. (León in sod., 
2014). 
 
2.2.1 Tveganja za razvoj invazivne kandidoze 
 
Zaradi izboljšanih metod zdravljenja pri številnih bolezenskih stanjih se je podaljšala 
življenjska doba, skupaj s tem se je povečalo število oportunističnih okužb, med katerimi 
prevladujejo invazivne glivne okužbe. Med dejavnike, ki povečajo tveganje za razvoj 
kandidoze, uvrščamo rakave bolezni, imunsko oslabelost, presaditev krvotvornih matičnih 
celic, presaditev čvrstih organov, uporabo širokospektralnih antibiotikov in 
kortikosteoridov, invazivne posege, kemoterapijo, parenteralno prehrano in vstavitev protez 
(Yapar, 2014). Med pomemben dejavnik tveganja uvrščamo centralne venske katetre, ki 
služijo kot vstopno mesto. Razvoj biofilmov na katetrih je pomemben dejavnik pri 
patogenezi nastanka katetrske sepse. Vir okužbe lahko predstavljajo kontaminirane 
intravenozne tekočine, bolnišnična hrana, medicinske naprave in roke bolnišničnega osebja. 
Med dejavnike tveganja poleg katetrov uvrščamo sladkorno bolezen, sočasno baterijsko 
okužbo, abdominalni operativni poseg, hemodializo, pankreatitis in nevtropenijo. Poleg 
naštetih dejavnikov tveganja vlogo igra tudi trajanje izpostavljenosti dejavnikom (León in 
sod., 2014).  
 
2.2.2 Diagnostika invazivne kandidoze 
 
Kultivacija vzorcev, odvzetih s sterilnih mest, kot so kri, tkiva ali cerebrospinalna tekočina 
predstavlja zlati standard za diagnostiko invazivnih glivnih okužb. Slabost kultivacije 
predstavlja možnost lažno negativnih rezultatov, do katerih pride ob odvzemu vzorcev po 
začetku zdravljenja z antimikotiki. Kultivacija izolata omogoča ugotavljati občutljivost 
izolatov gliv za antimikotike (Badiee in Hashemizadeh, 2014). 
Kandidemijo določimo s hemokulturami. Občutljivost hemokultur za diagnostiko glivnih 
okužb je pomanjkljiva. Za povečanje možnosti zaznave kandidemije je potreben odvzem več 
vzorcev in večkratna ponovitev metode (Badiee in Hashemizadeh, 2014). Avtomatizirani 
sistemi spremljajo rast mikroorganizmov v hemokulturnih stekleničkah. V uporabi sta dva 
sistema, BacT/ALERT3D (Organon Teknika Corp., Durham, Združene države Amerike), ki 
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rast spremlja kolorimetrično in BACTEC (Becton Dickinson, Združene države Amerike), ki 
rast spremlja s fluorescenco (Sodja in sod., 2009).  
 
Serološka diagnostika poteka z dokazom antigenov patogenih gliv v vzorcih ali z dokazom 
protiteles. Celično steno gliv rodu Candida sestavlja manan, ki se med potekom okužbe 
sprošča v krvni obtok. Invazivno kandidozo dokazujemo s testom na manan in testom na 
protitelesa proti mananu (Sodja in sod., 2009). S testom določamo tudi β-(1,3)-D-glukan, ki 
je prisoten v celični steni gliv rodu Candida (Badiee in Hashemizadeh, 2014). Serološke 
metode imajo omejitve, antigeni se hitro odstranijo iz krvnega obtoka, če bolnik ni 
nevtropeničen, protitelesa pa se lahko pojavijo kot odziv na kolonizacijo sluznic (Sodja in 
sod., 2009). 
Molekularne metode vključujejo kvalitativne metode, s katerimi določamo glivno DNA iz 
vzorcev krvi, tkiv in bronhoalveolarnega izpirka. Molekularne metode podajo rezultate že v 
nekaj urah in omogočajo diagnozo že med inkubacijsko dobo (Badiee in Hashemizadeh, 
2014). 
 
2.2.3 Zdravljenje invazivne kandidoze 
 
Obvladovanje invazivne kandidoze vključuje zgodnji začetek zdravljenja z antimikotiki. Že 
zamude med 12 do 24 ur pri začetku zdravljenja z antimikotiki imajo za posledico povišano 
umrljivost. Pomemben ukrep vključuje odstranitev in zamenjavo intravenoznega katetra 
(Hope in sod., 2013). Antimikotike delimo na poliene, azole, flucitozin in ehinokandine. 
Med azole uvrščamo flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol in izavukonazol. 
Azoli inhibirajo biosintezo membranskega sterola, ergosterola. Polieni, kamor uvrščamo 
amfotericin B, so molekule, ki se vežejo na ergosterol v plazemski membrani ter na ta način 
tvorijo pore, ki povzroči smrt celice. Flucitozin preprečuje metabolizem pirimidinov in 
sintezo DNA. Anidulafungin, kaspofungin in mikafungin uvrščamo med ehinokandine, ki 
predstavljajo prvo izbiro zdravljenja pri bolnikih z  invazivno kandidozo. Ehinokandini 
zavirajo nastajanje glukana v celični steni (Perlin, 2015a).  
Pri bolnikih z visokim tveganjem za invazivno kandidozo, med katere uvrščamo bolnike, ki 
so prestali gastrointestinalno operacijo in bolnike z nekrotizirajočim pankreatitisom, je 
začetek zdravljenja z antimikotiki priporočljiv že pred samo potrditvijo okužbe s 




Prvi oddobren ehinokandin je bil kaspofungin leta 2001, ki sta mu leta 2005 in 2006 sledila 
še mikafungin in anidulafungin (Sucher in sod., 2009). Ehinokandini so bili prvi antimikotiki 
s selektivnim delovanjem na celično steno gliv. Delovanje na celično steno, ki je pri sesalcih 
odsotna, je vodilo do zmanjšanja stranskih učinkov pri zdravljenju z ehinokandini v 
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primerjavi z zdravljenjem z amfotericinom B ali azoli. Ehinokandini so bili odkriti kot 
fermentacijski produkti iz pneumokandinov. Novejši analogi ehinokandinov imajo 
izboljšane fizikalno-kemijske lastnosti, širok spekter aktivnosti, farmakokinetski profil in 
izboljšano razmerje med učinkovitostjo ter varnostjo (Patil in Majumdar, 2017).  
 
2.3.1 Mehanizem delovanja ehinokandinov 
 
β-(1,3)-D-glukan sintaza je sestavljena iz dveh podenot, Fks1p in Rho1p. Fks1p je katalitična 
podenota encima, ki jo kodirajo geni FKS1, FKS2 ali FKS3 pri C. glabrata. Rho1p je 
regulatorni protein, ki ima vlogo pri biosintezi β-(1,3)-D-glukana in pri številnih celičnih 
procesih (Beyda in sod., 2012). β-(1,3)-D-glukan sintazo uvrščamo med glikozil transferaze. 
Katalitična in regulatorna enota se vežeta na UDP-glukozo in GTP. Encimski kompleks 
polimerizira UDP-glukozo v β-(1,3)-D-glukan, ki je nato vključen v celično steno gliv. 
Celična stena gliv vsebuje med 30 in 60 % β-(1,3)-D-glukana. Glukan predstavlja ključno 
komponento celice, ki skrbi za ohranjanje celovitosti celice. Ehinokandini se nekompetitivno 
vežejo podenoto Fks encima in preprečujejo sintezo β-(1,3)-D-glukana. Onemogočena 
sinteza vodi do nestabilnega osmotskega pritiska v celici, kar vodi do lize celic (Patil in 
Majumdar, 2017). 
Anidulafungin, mikafungin in kaspofungin izkazujejo fungicidno aktivnost proti večini vrst 
rodu Candida. To vključuje vrste C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis in 
I. orientalis. Ehinokandini izkazujejo manjšo aktivnost proti C. parapsilosis in C. 
guilliermondii (Sucher in sod., 2009).  
 
2.3.2 Uporaba ehinokandinov 
 
Ehinokandini izkazujejo malo stranskih učinkov in imajo malo interakcij z drugimi zdravili. 
Primerni so za zdravljenje bolnikov z renalnimi ali hepatičnimi okvarami. Ehinokandini so 
zdravilo izbora pri zdravljenju okužb s C. glabrata, ki izkazuje zmanjšano občutljivost ali 
odpornost proti flukonazolu. Ehinokandini so v uporabi tudi pri zdravljenju okužb, ki jih 
povzroča I. orientalis. Zdravljenje okužb s C. parapsilosis je zahtevno zaradi visokih MIK, 
ki so posledica razlik v tarčnem mestu ehinokandinov, v genu FKS1 (Hope in sod., 2013). 
Ehinokandini so zdravilo izbora pri zdravljenju kandidemije pri bolnikih brez prisotne 
nevtropenije in s prisotno nevtropenijo. Za kaspofungin je priporočljiv začetni odmerek 70 
mg, ki mu sledi 50 mg odmerek. Mikafungin se aplicira v 100 mg odmerku. Za anidulafungin 
je priporočljiv 200 mg začetni odmerek, ki mu sledi 100 mg odmerek. Empirična terapija je 
priporočljiva pri bolnikih, ki imajo dejavnike tveganja za razvoj invazivne kandidoze in 
povišano telesno temperaturo neznanega izvora. Pri bolnikih z dejavniki tveganja in s 
simptomi septičnega šoka je priporočljiv zgodnji začetek empirične terapije. Zdravilo izbora 
za empirično terapijo pri bolnikih na intenzivni enoti s sumom na kandidozo so 
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ehinokandini. Alternativo flukonazolu kot profilakse za namen preprečevanja invazivne 
kandidoze na intenzivni enoti predstavljajo ehinokandini (Pappas in sod., 2016). 
 
2.3.3 Stranski učinki ehinokandinov 
 
Pri vseh ehinokandinih lahko pride do nastanka podobnih stranskih učinkov. Nezaželeni 
učinki, ki zahtevajo prenehanje jemanja zdravil, se pri ehinokandinih pojavljajo manj 
pogosto kot pri zdravljenju z drugimi antimikotiki, ki so na voljo za obvladovanje sistemskih 
glivnih okužb (Aguilar-Zapata in sod., 2015). Pri odmerjanju ehinokandinov lahko pride do 
alergijskih reakcij. Med te uvrščamo izpuščaj, zatekanje obraza, bronhospazem, angioedem, 
zardevanje in hipotenzijo. Za obvladovanje reakcij je potreben nadzor nad stopnjo infuzije 
(Patil in Majumdar, 2017). Stranski učinki, kot so bolečina na mestu injiciranja, slabost, 
diareja, bolečine v abdominalnem delu in vpliv na hematopoezo, kamor uvrščamo anemijo, 
levkopenijo, nevtropenijo ter trombocitopenijo predstavljajo manj kot 10 % vseh 
nezaželenih učinkov (Aguilar-Zapata in sod., 2015). 
 
2.3.4 Odpornosti proti ehinokandinom 
 
Obstajajo tri vrste mehanizmov, preko katerih pride do zmanjšane občutljivosti za 
ehinokandine. Prvi, daleč najpogostejše opisan mehanizem nastanka odpornosti, so 
pridobljene mutacije FKS, ki povzročijo nižjo občutljivost  β-(1,3)-D-glukan sintaze. To 
vodi do višjih MIK in neuspeha pri zdravljenju. Drugi mehanizem predstavlja adaptivni 
stresni odziv. Odziv ima za posledico povišano vsebnost hitina v celični steni gliv. Tretji 
mehanizem so intrinzične mutacije FKS, ki povzročijo povišane MIK. V primerjavi s 
pridobljenimi mutacijami FKS imajo intrinzične mutacije večjo občutljivost β-(1,3)-D-
glukan sintaze za ehinokandine (Rodrigues in sod., 2017). 
 
2.3.4.1 Pridobljene mutacije FKS 
  
Substitucije aminokislin v genih, ki kodirajo podenote FKS glukan sintaze so odgovorne za 
pojav zmanjšane občutljivosti za ehinokandine. Mutacije so prisotne v dveh visoko 
ohranjenih regijah, kjer so mutacije pogostejše (angl. hot spot). Pri C. albicans so prisotne 
znotraj FKS1 in pri C. glabrata se nahajajo v FKS1 ter FKS2. Mutacije imajo za posledico 
povišane MIK, zmanjšano občutljivost glukan sintaze in navzkrižno odpornost za vse tri 
ehinokandine (Beyda in sod., 2012).  
Substitucije aminokislin zajemajo ostanke Phe641-Pro649 in Arg1361 pri C. albicans. Pri 
C. albicans so substitucije najpogosteje prisotne na poziciji Ser645 in Phe641. Pri C. 
glabrata so za odpornost odgovorne mutacije v FKS1 in FKS2. Substitucije aminokislin so 
dvakrat pogosteje prisotne v Fks2 v primerjavi s Fks1. Spremembe Fks1 na poziciji Ser629, 
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in v Fks2 Ser663 F659S povzročajo najvišje MIK in IC50 vrednosti. Substitucije aminokislin 
lahko spremenijo katalitično kapaciteto encima glukan sintaze. Celica to zazna in spremeni 
izražanje genov FKS1 in FKS2, kar lahko vpliva na občutljivost (Perlin, 2015a).  
 
Shields in sod. (2012) so kot dejavnike tveganja za nastanek mutacij FKS izpostavili 
gastrointestinalno operacijo, parenteralno prehrano, predhodno ali daljšo izpostavljenost 
ehinokandinom in invazivno kandidozo, ki se je pojavila med zdravljenjem z ehinokandini. 
Odkrili so povezavo med prisotnostjo mutacij FKS in neuspehom zdravljenja pri bolnikih z 
invazivno kandidozo, ki jo je povzročila C. glabrata. Pri bolnikih, pri katerih so bili izolati 
s prisotnimi mutacijami FKS, je bilo večje tveganje za neuspeh zdravljenja z ehinokandini 
kot pri bolnikih, katerih izolati niso imeli prisotnih mutacij (Shields in sod., 2012).  
 
2.3.4.2 Adaptivni stresni odziv 
 
Celična stena gliv je dinamična struktura, ob inhibiciji sinteze komponente celične stene ima 
celica sposobnost povečanja sinteze drugih komponent. Pri C. albicans je ob inhibiciji 
sinteze β-(1,3)-glukana z ehinokandini opazna povišana sinteza hitina. Sinteza hitina je 
regulirana preko protein kinaze C, visokoosmolarnostnega glicerolnega odziva in s Ca2+-
posredovanimi signalizacijskimi potmi. Pojav je najpogosteje prisoten pri C. albicans, 
opazen je tudi pri drugih vrstah rodu Candida. Povišana vsebnost hitina v celični steni 
predstavlja zaščito pred aktivnostjo ehinokandinov (Beyda in sod., 2012). 
 
2.3.4.3 Intrinzične mutacije FKS 
 
Pri intrinzični odpornosti gre za podedovano lastnost, ki je prisotna pri večini ali vseh 
predstavnikih vrste. Je napovednik za neuspeh zdravljenja. C. guilliermondii in C. fermentati 
sta intrinzično odporni proti flukanozolu in izkazujeta zmanjšano občutljivost za 
ehinokandine (Arendrup in Patterson, 2017). Pri C. parapsilosis in C. guilliermondii je 
zmanjšana občutljivost za ehinokandine posledica oblike proteinov Fks1 (Beyda in sod., 
2012). 
 
2.3.5 Nastanek odpornosti proti ehinokandinom 
 
Pojav odpornosti je povezan s predhodno, daljšo in ponavljajočo se izpostavljenostjo 
antimikotikom. Profilaksa z nizkimi odmerki ehinokandinov je povezana z nastankom 
odpornosti proti ehinokandinom pri C. albicans in C. glabrata (Perlin, 2015a). 
 
K nastanku odpornosti pripomore slabo prehajanje ehinokandinov na mesta kolonizacije ali 
okužbe. Ehinokandini se slabo porazdelijo v gastrointestinalnem traktu. Po zdravljenju z 
ehinokandini se glivni patogeni odstranijo iz krvnega obtoka, celice na mestih kolonizacije 
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ali v tkivih so tako izpostavljene nižjim odmerkom ehinokandinov. Omenjena mesta 
predstavljajo rezervoar za nastanek odpornosti, posredovane s strani FKS (Healey in Perlin, 
2018). 
  
Pri bolnikih z imunosupresijo se je okužba, ki so jo povzročili odporni izolati rodu Candida 
navadno pojavila po treh ali štirih tednih zdravljenja. Najpogosteje pride do pojava 
odpornosti pri okužbi s C. glabrata. Pri C. glabrata obstaja večje tveganje za razvoj 
odpornosti zaradi haploidnega genoma (Wiederhold, 2016).  
 
2.4 MIK IN MEJNE VREDNOSTI 
 
MIK je najnižja koncentracija antimikotika, ki inhibira rast kvasovk znotraj določenega 
časovnega okvirja. MIK se podaja v mg/L (EUCAST, 2017). Pri testiranju občutljivosti 
izolatov znotraj populacije sta nam v pomoč dva parametra, MIK50 in MIK90. MIK50 
predstavlja vrednost MIK, pri kateri je 50 % izolatov znotraj preučevane populacije 
inhibiranih. MIK90 predstavlja vrednost MIK, pri kateri je ≥ 90 % izolatov znotraj 
preučevane populacije inhibiranih (Schwarz in sod., 2010).  
 
Občutljivost za ehinokandine določimo z MIK in z interpretacijo rezultatov mejnih 
vrednosti. Mejne vrednosti za antimikotike in mejne vrednosti za določene vrste izhajajo iz 
podatkov o porazdelitvi MIK, farmakokinetskih in farmakodinamskih parametrov, 
epidemioloških mejnih vrednosti in odzivov bolnikov na zdravljenje z ehinokandini (Shields 
in sod., 2015). 
 
2.4.1 Klinična mejna vrednost  
 
Klinična definicija razvršča izolate med občutljive, mejno občutljive in odporne. Med 
občutljive uvrščamo izolate, pri katerih je protimikrobna aktivnost povezana z visoko 
verjetnostjo ozdravitve. Med mejno občutljive uvrščamo izolate, kjer je protimikrobna 
aktivnost povezana z visoko verjetnostjo ozdravitve ob višjem odmerku zdravila ali ob 
kopičenju zdravila na mestu okužbe. Izolate umestimo med odporne, ko je protimikrobna 
aktivnost povezana z neuspehom zdravljenja (EUCAST, 2017). Klinične mejne vrednosti 
napovedujejo izid zdravljenja (Shields in sod., 2015). 
 
2.4.2 Epidemiološka mejna vrednost (ECOFF) 
 
Izolat opredelimo kot divji tip ob odsotnosti pridobljenih mehanizmov odpornosti ali 
odpornosti posredovane z mutacijo za dani antimikotik. Izolat uvrstimo med ne-divji tip ob 
prisotnosti pridobljenih mehanizmov odpornosti ali odpornosti posredovane z mutacijo za 
dani antimikotik (EUCAST, 2017).  
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ECOFF razlikujejo med populacijo divjih tipov, izolatov, ki so občutljivi za dani antimikotik 
in populacijo izolatov ne-divjega tipa s pridobljenim mehanizmom odpornosti. ECOFF 
imajo pomembno vlogo pri opredeljevanju odpornosti izolatov, za katere še nimamo znanih 
klinično postavljenih mejnih vrednosti (Shields in sod., 2015). ECOFF določimo z 
mikrodilucijsko metodo po EUCAST ali CLSI. Sistema se po izvedbi razlikujeta, dobljene 
vrednosti se ujemajo. ECOFF ločijo med izolati brez sekundarno pridobljenih mehanizmov 
rezistence od tistih izolatov, pri katerih je prišlo do odpornosti zaradi drugačnih vzrokov. 
Pod ECOFF uvrščamo 95 % izolatov med divjimi tipi. MIK gliv s pridobljenimi mehanizmi 
odpornosti je višji od najvišjih MIK med divjimi tipi (Tomazin in Matos, 2014). 
Ob pomanjkanju kliničnih podatkov ali omejenega števila sevov, EUCAST priporoča 
uporabo ECOFF, dokler ni na voljo več podatkov (Alastruey-Izquierdo in Cuenca-Estrella, 
2012). 
 
2.5 UGOTAVLJANJE OBČUTLJIVOSTI ZA EHINOKANDINE 
 
Namen ugotavljanja občutljivosti za antimikotike je izbor najboljšega zdravila in odkrivanje 
odpornosti proti antimikotikom (Alastruey-Izquierdo in Cuenca-Estrella, 2012). Pomembna 
vloga je tudi pri določevanju lokalne in globalne epidemiologije odpornosti (Alastruey-
Izquierdo in sod., 2015). 
 
2.5.1 CLSI  
 
CLSI (angl. Clinical Laboratory Standards Institute) je leta 1985 ustanovil pododbor za 
testiranje občutljivosti za antimikotike. Leta 1997 je bil objavljen dokument M27A, ki 
natančno opredeljuje referenčno metodo za testiranje občutljivosti kvasovk (angl. Reference 
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeast; Approved Standard). 
Dokument je opredelil referenčne seve, razpone MIK, mejne vrednosti za določene 
antimikotike ter njihovo aktivnost proti kvasovkam rodu Candida. Objavljenih je bilo že več 




EUCAST (angl. European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) je odbor, ki je 
bil ustanovljen s sodelovanjem ESCMID (angl. European Society of Clinical Microbiology 
and Infectious Diseases), ECDC (angl. European Centre for Diseases Control) in evropskih 
nacionalnih odborov za mejne vrednosti leta 1997. Sedež razvojnega laboratorija je na 
Švedskem. Glavna vloga EUCAST je določanje mejnih vrednosti in tehnični vidiki in vitro 
testiranja občutljivosti za protimikrobna zdravila. EUCAST deluje tudi kot odbor za mejne 
vrednosti za evropsko agencijo za zdravila EMA (angl. European Medicines Agency) in 
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ECDC. EUCAST je uskladil mejne vrednosti za razvrstitev MIK, smernicam sledijo vse 
evropske države in tudi številne držav izven Evrope (EUCAST, 2019a). 
 
2.5.3 Razlike med standardoma 
 
Postavljanje mejnih vrednosti se med standardoma razlikuje. Za postavitev mejnih vrednosti 
CLSI opredeljuje porazdelitev MIK, odnos med kliničnim izidom in MIK, farmakokinetiko 
in farmakodinamiko. EUCAST pri razvoju mejnih vrednosti upošteva najpogostejši 
odmerek v posamezni državi v Evropi, populacijo divjega tipa za tarčni mikroorganizem na 
nivoju vrst in določitev ECOFF, farmakokinetiko, farmakodinamiko in povezavo med MIK 
in izidom zdravljenja pri bolniku (Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). 
 
Težavo pri testiranju občutljivosti predstavlja dejstvo, da se klinične mejne vrednosti med 
CLSI in EUCAST pogosto razlikujejo. Neskladja pri kliničnih mejnih vrednostih otežujejo 
interpretacijo MIK v bolnišnicah (Shields in sod., 2015). 
Razlika med metodama je tudi v tem, da EUCAST ni podal mejnih vrednosti za kaspofungin 
in ne priporoča testiranja za dani ehinokandin. Po postavitvi vrednosti za interpretacijo s 
strani CLSI je bilo opaženo, da MIK za kaspofungin močno variirajo med laboratoriji. V 
nasprotju s kaspofunginom so MIK za anidulafungin in mikafungin porazdeljene znotraj 
ozkih območij (Shields in sod., 2015).  
 
2.6 REFERENČNA METODA ZA UGOTAVLJANJE OBČUTLJIVOSTI ZA 
EHINOKANDINE 
 
Organizaciji CLSI in EUCAST sta razvili referenčni metodi za testiranje občutljivosti za 
ehinokandine. Referenčna metoda je mikrodilucija. Metodama je skupna 24-urna inokulacija 
in 50-odstotna inhibicija rasti v primerjavi s kontrolo rasti. Obe metodi sta določili mejne 
vrednosti za razvrstitev MIK. Razlikujeta se v uporabi različnih vrst mikrotitrskih ploščic, 





Mikrotitrske ploščice so plastične ploščice, ki vsebujejo 96 vdolbinic za testiranje. Ploščice 
so pripravljene z uporabo naprav, ki odmerijo natančen volumen razredčenih antibiotikov v 
posamezno vdolbinico z gojiščem. Sledi priprava standardiziranih suspenzij 
mikroorganizmov in inokulacija ploščic. MIK je po inkubaciji določena optično ali z 
napravo, ki preveri uspešnost rasti v vsaki vdolbinici na ploščici. Pri uporabi avtomatskega 
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čitalca rezultatov predstavlja prednost pridobitev računalniško obdelanih podatkov 
(Jorgensen in Ferraro, 2009). 
 
2.6.1.1 Ugotavljanje občutljivosti za ehinokandine po metodi EUCAST 
 
EUCAST za izvedbo mikrodilucije predpisuje uporabo sterilnih mikrotitrskih ploščic za 
enkratno uporabo. Ploščica vsebuje 96 vdolbinic z ravnim dnom s kapaciteto 300 µL. 
Priporočeno gojišče za izvedbo mikrodilucije je RPMI 1640 z 2-odstotno glukozo. Zahtevan 
končni inokulum je med 0,5 × 105 in 2,5 × 105 CFU/mL. Mikrotitrske ploščice morajo biti 
inokulirane v 30 minutah po pripravi suspenzije, da se zagotovi živost celic. Inkubacija 
mikrotitrskih ploščic poteka 24 ± 2 ure v inkubatorju pri 35 ± 2 °C. Rezultate po inkubaciji 
odčitamo s spektrofotometrom pri valovni dolžini 405 nm, 450 nm ali 530 nm. MIK za 
ehinokandine je najnižja koncentracija, pri kateri pride do 50-odstotne inhibicije rasti 
(EUCAST, 2017). Razporeditev mikrotiterske ploščice za ugotavljanje občutljivosti za 
ehinokandine prikazuje Slika 1.  
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2.7 KOMERCIALNE METODE ZA UGOTAVLJANJE OBČUTLJIVOSTI ZA 
EHINOKANDINE 
 
Referenčne metode so zamudne in zahtevne za izvedbo, zato niso primerne za uporabo pri 
določanju občutljivosti v kliničnih laboratorijih (Lindberg in sod., 2019). Komercialne 
metode so bile razvite za rutinsko uporabo v laboratoriju. Metode temeljijo na difuziji na 
agarju ali na uporabi kolorimetričnih indikatorjev pri oksidacijsko-redukcijskih rekacijah 
(Alastruey-Izquierdo in Cuenca-Estrella, 2012). Sensititre™ YeastOne™ in Vitek®2 
temeljita na izvedbi z mikrodilucijo. Na izvedbi z agarjem temeljijo metode z diski ali s 
testnimi trakovi (Alastruey-Izquierdo in sod., 2015). Komercialne metode podajo dobre 
rezultate pri določanju odpornosti proti številnim antimikotikom (Alastruey-Izquierdo in 
Cuenca-Estrella, 2012). 
 
2.7.1 Komercialne metode, ki temeljijo na izvedbi z agarjem  
 
Pri disk difuzijski metodi je priporočljiva uporaba Mueller-Hinton agarja z 2-odstotno 
glukozo in metilenskim modrilom. Metoda omogoča testiranje občutljivosti za ehinokandine 
in azole pri izolatih Candida spp.. Z uporabo denzitometra pripravimo standardizirano 
raztopino. Inkubacija plošč poteka pri 35 ºC med 24 do 48 ur. Glede na premer cone izolate 
razvrstimo kot občutljive, občutljive glede na odmerek in odporne (Alastruey-Izquierdo in 
sod., 2015). 
 
Pri metodi antimikotičnega gradienta uporabimo tanke plastične testne trakove. Trakovi so 
na spodnji strani prevlečeni s koncentracijskim gradientom antimikotika. Na zgornji površini 
je lestvica z označenimi koncentracijami antimikotika. Agarsko ploščo inokuliramo s 
standardizirano raztopino organizma in na površino radialno položimo enega ali več testnih 
trakov. Po prekonočni inkubaciji so rezultati na voljo za odčitanje. MIK določimo z 
intersekcijo nižjega dela inhibicije rasti v obliki elipse s testnim trakom. Etest (BioMérieux, 
Marcy l'Etoile, Francija) predstavlja komercialno dostopno verzijo testa (Jorgensen in 
Ferraro, 2009). Za izvedbo metode antimikotičnega gradienta uporabimo gojišče RPMI 
1640. Osnovo za gojišče predstavlja 1,5-odstotni agar, pripravljen z 2-odstotno glukozo in 
MOPS pufrom. Za vrste rodu Candida je priporočena 24 ali 48-urna inkubacija (Alastruey-
Izquierdo in sod., 2015). 
 
2.7.2  Komercialne metode, ki temeljijo na mikrodiluciji 
 
Vitek®2 (BioMérieux, Durham, Združene države Amerike) omogoča identifikacijo 
mikroorganizmov in določevanje občutljivosti za antimikotike. Vitek®2 (Slika 2) omogoča 
avtomatsko in standardizirano validacijo vsakega rezultata pri testiranju. Vlogo pri tem ima 
programska oprema Advanced Expert System™. Prednost metode je generiranje natančnih 
rezultatov v kratkem času (BioMérieux, 2018). 
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Slika 2: Vitek®2 (BioMérieux, 2018). 
 
Sensititre™ YeastOne™ (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Združene države Amerike) 
je in vitro diagnostična metoda za testiranje občutljivosti za antimikotike. Metoda omogoča 
nadzor nad občutljivostjo za ehinokandine in odkrivanje odpornosti proti ehinokandinom pri 
glivah rodu Candida. Temelji na kolorimetrični reakciji z alamarBlue™ reagentom, ki 
omogoča zanesljivo določevanje vrednosti in optično branje rezultatov. Prednost metode 
predstavlja 24-urna inkubacija in zagotovljena kakovost testiranja (Thermo Fischer 
Scientific, 2016). 
Med metode, ki se jih omenja kot prihodnost testiranja občutljivosti gliv za antimikotike, 
uvrščamo MALDI-TOF MS (angl. matrix-assisted laser desorption ionisation-time of flight 
mass spectrometry), pretočno citometrijo, tehnologijo X-plošč in porozne kulture, ki 
temeljijo na aluminijevem oksidu (Sanguinetti in sod., 2015). Zadnje omenjene metode se 







Kocjančič M. Molekularna opredelitev … kvasovk s povišano odpornostjo proti antimikotikom. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
16 






V raziskavi smo uporabili 40 kliničnih izolatov gliv kvasovk, 11 sevov C. albicans in 29 
sevov C. glabrata, katerih MIK, pridobljene z metodo antimikotičnega gradienta so bile po 
standardu CLSI opredeljene kot mejno občutljive ali odporne proti anidulafunginu in 
mikafunginu (CLSI M27-S4, 2012). Vzorci so bili pridobljeni v desetletnem časovnem 
obdobju od 29.03.2010 do 31.05.2019. Izolate smo pridobili iz zbirke stalnih gojišč 
Laboratorija za diagnostiko glivičnih infekcij na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo 
(IMI) Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. V Preglednici 1 so navedeni izolati C. 
albicans, ki smo jih vključili v raziskavo. Kriterij za vključitev izolata v raziskavo je bil MIK 
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(CLSI) Vrsta vzorca 
1 0,5 I NP NP Bris ustne sluznice 
2 NP NP 0,38 I Bris neopredeljene rane 
3 0,5 I 0,25 S Vsebina abdominalnega drena 
4 0,5 I 0,25 S Vsebina abdominalnega drena 
5 0,5 I 0,19 S Bris neopredeljene rane 
6 0,38 I 0,25 S Operacijska rana  
7 0,38 I 0,25 S Operacijska rana 
8 0,75 I NP NP Bronhoalveolarni izpirek 
9 0,5 I NP NP Konica urinskega katetra 
10 1 R NP NP Bris neopredeljene rane 
11 0,38 I 0,75 I Bronhoalveolarni izpirek 
MIK, minimalna inhibitorna koncentracija; I, mejno občutljiv; NP, ni podatka; R, odporen; S, občutljiv. 
V Preglednici 2 so navedeni izolati C. glabrata, ki smo jih vključili v raziskavo. Kriterij za vključitev izolata v raziskavo je bil MIK ≥ 
0,25 mg/L za anidulafungin in MIK ≥ 0,094 mg/L za mikafungin.  











(CLSI) Vrsta vzorca 
12 8,0 R NP NP Izkašljek 
13 0,38 I NP NP Kri iz CVK v gojišču BacT/ALERT 
14 0,38 I NP NP Kri iz CVK v gojišču BacT/ALERT 
Se nadaljuje …  
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(CLSI) Vrsta vzorca 
15 0,125 S 0,125 I Bris fistule 
16 0,125 S 0,125 I Bris fistule  
17 0,125 S 0,125 I Bris fistule 
18 1,0 R 0,25 R Kri iz VAP v gojišču BacT/ALERT 
19 3 R 4 R Konica CVK katetra 
20 3,0 R 4,0 R Izpirek VAP 
21 0,125 S 0,094 I Vsebina abdominalnega drena 
22 0,064 S 0,125 I Kri iz VAP v gojišču BacT/ALERT 
23 0,064 S 0,125 I Kri iz CVK v gojišču BacT/ALERT 
24 0,064 S 0,125 I Kri iz VAP v gojišču BacT/ALERT 
25 0,125 S 0,125 I Punktat trebušne votline 
26 0,25 I NP NP Blato 
27 1 R 0,38 R Bronhoalveolarni izpirek 
28 0,19 S 0,125 I Vsebina abcesa 
29 0,25 I 0,047 S Bris trebušne votline 
30 0,19 S 0,38 R Bris rane po operativnem posegu 
31 0,19 S 0,38 R Bris neopredeljene rane 
32 1 R 0,25 R Izpirek iz bronha 
33 0,25 I NP NP Urin 
34 0,25 I NP NP Urin 
35 0,25 I NP NP Bris rektuma 
36 0,25 I NP NP Izpirek iz bronha 
37 0,25 I NP NP Kri iz arterije v BACTEC - Mycosis 
Se nadaljuje … 
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(CLSI) Vrsta vzorca 
37 0,25 I NP NP Kri iz arterije v BACTEC - Mycosis 
38 NP NP 0,5 R Odvzem urina iz stalnega katetra 
39 0,25 I NP NP Sputum 
40 0,25 I 0,032 S Aspirat želodca 
MIK, minimalna inhibitorna koncentracija; I, mejno občutljiv; NP, ni podatka; R, odporen; S, občutljiv.    
 
Iz zbranih podatkov laboratorijskega informacijskega sistema (MBL) (SRC Infonet, Kranj, Slovenija) smo opredelili MIK50 in MIK90.  
MIK50 smo določili po naslednji enačbi, pri kateri n predstavlja število preučevanih izolatov: 
𝑛 ∗  0,5 
MIK50 je vrednost na izračunani poziciji MIK. Če je bilo število izolatov liho število, smo izračunali MIK50 po enačbi: 
(𝑛 + 1) ∗ 0,5 
MIK90 smo določili po naslednji enačbi:  
𝑛 𝑥 0,9 
Če je bil rezultat celo število, je to predstavljalo MIK90. V primeru, da rezultat ni bil celo število, je naslednje število predstavljajo MIK90 
(Schwarz in sod., 2010).  
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
 Inkubator I-810C, 37 ºC  Kambič, Semič, Slovenija 
 Inkubator 30 ºC    WTC binder, Tuttlingen, Nemčija 
 DEN-1 McFarland Denzitometer  bioSan, Riga, Latvija 
 Avtomatska multikanalna 
dispenzorska pipeta   Thermo Fischer Scientific, Waltham, Združene 
države Amerike 
 Spektrofotometer Micronaut Skan  MERLIN Diagnostika GmbH, Bornheim,                                                                                              
N                                                        Nemčija 
 Vibracijski mešalnik    Tehtnica Železniki, Železniki, Slovenija 
 Kalibrirane pipete    Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 MagNA Lyser    Roche, Mannheim, Nemčija 
 MagNA Pure Compact   Roche, Mannheim, Nemčija 
 Bio-Rad     Bio-Rad, Hercules, Združene države Amerike 
 Veriti Thermal Cycler   Applied Biosystems, Foster City, Združene    
                                                           države Amerike 
 
3.1.3 Laboratorijski material 
 
 Plastične cepilne eze 
 Stojala 
 Destilirana voda     
 Brisi 
 Fiziološka raztopina    
 Epice 
 Nastavki za pipete 
 Erlenmajerica 
 Merilni valj 
 Nosilec za agarozni gel 
 Kadička 
 Glavnički za agarozni gel 
 Agaroza 
 Trisacetatni pufer 
 
3.1.4 Seti in barvila 
 
 SYBR Safe DNA 
barvilo   Invitrogen, Carlsbad, Združene države Amerike 
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 CoralLoad Dye   QIAGEN, Hilden, Nemčija 
 MagNA Lyser Green Beads  Roche, Mannheim, Nemčija 
 MagNA Pure Compact Nucleic  
Acid Isolation Kit I    Roche, Mannheim, Nemčija   
 QIAGEN Multiplex PCR Kit  




Gojišča so bila pripravljena v Službi za pripravo gojišč in reagentov na IMI Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani. V raziskavi smo uporabili gojišča s sledečimi sestavinami:  
 Sabouraud dekstrozni agar (IMI, Ljubljana, Slovenija) 
o 40 g dekstroze 
o 10 g peptona 
o 19 g agarja 
o 1 L destilirane vode. 
 
 CHROMagar™ Candida (CHROMagar TM, Pariz, Francija) 
Osnova za gojišče je bila sestavljena iz: 
o 15,0 g agarja 
o 10,2 g peptona 
o 0,5 g kloramfenikola 
o 22,0 g kromogene mešanice.  
 
Priprava mešanice: Osnovo v dehidrirani obliki so zamešali v 1 L prečiščene vode, dobro 
premešali, segreli do vrelišča, ohladili v vodni kopeli ob mešanju in razlili v sterilne 
petrijevke (CHROMagarTM, 2019). 
 
 RPMI 1640 gojišče z 2-odstotno glukozo in MOPS pufrom (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, Združene države Amerike). Gojišče je bilo pripravljeno v dvakratni založni 
raztopini s sledečimi sestavinami:  
o 900 mL destilirane vode 
o 20,8 g RPMI 1640 
o 69,06 g MOPS 
o 36 g glukoze 
o voda do 1 L, sledila je sterilizacija s filtrom (EUCAST, 2017). 
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3.2.1 Priprava delovnih kultur 
 
Izolate iz stalnih gojišč smo odmrznili iz -80 ºC in jih precepili na Sabouraud dekstrozni agar 
(IMI, Ljubljana, Slovenija). Po 48 urah inkubacije pri 37 ºC smo preverili rast in uspešnost 
izolacije do posameznih kolonij. Kolonijo smo nato precepili na diferencialno gojišče 
CHROMagar™ Candida (CHROMagar TM, Pariz, Francija). Po 48 urah inkubacije pri 30 
ºC smo preverili ustreznost barve kolonij in s tem potrdili vrsto gliv kvasovk. Dan pred 
izvedbo (24 ur) mikrodilucije smo kolonijo ponovno precepili na Sabouraud dekstrozni agar. 
 
3.2.2 Izvedba ugotavljanja občutljivosti gliv kvasovk za ehinokandine z 
mikrodilucijsko metodo po EUCAST. 
 
Za izvedbo mikrodilucije smo uporabili mikrotitrske ploščice z vdolbinicami z ravnim dnom 
(Thermo Fischer Scientific, Roskilde, Danska). Gojišče, uporabljeno pri mikrodiluciji, je 
bilo RPMI 1640 z dodano 2-odstotno glukozo. Pripravili smo ustrezne redčitve 
antimikotikov na mikrotitrskih ploščicah in jih do uporabe shranili v zmrzovalniku pri -80 
ºC. 
 
3.2.2.1 Mikrotitrska ploščica 
 
Razpon koncentracij ehinokandinov je bil od 0,004 mg/L do 4 mg/L. Razporeditev 
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Preglednica 3: Shema mikrotitrske ploščice za mikrodilucijo po EUCAST s koncentracijami ehinokandinov v 
(mg/L). 
    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A AND 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
B MIF 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
C AND 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
D MIF 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
E AND 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
F MIF 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
G AND 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
H MIF 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 PK 
AND, anidulafungin; MIF, mikafungin; PK, pozitivna kontrola. 
 
3.2.2.2 Inokulacija mikrotitrskih ploščic 
 
Pripravili smo ustrezne izhodne suspenzije vzorcev v 8 mL sterilne destilirane vode. Gostota 
suspenzije je bila 1,0 McF za C. albicans in 0,5 McF za C. glabrata. Uporabili smo 24 ur 
staro kulturo iz Sabouraud dekstroznega agarja (IMI, Ljubljana, Slovenija). Odpipetirali smo 
800 μL izhodne suspenzije v 8 mL sterilne destilirane vode. Dobro smo premešali z 
vibracijskim mešalnikom (Tehtnica Železniki, Železniki, Slovenija) in z obračanjem 
epruvete. Suspenzije smo prelili v rezervoar za pipetiranje. Z avtomatsko, multikanalno, 
dispenzorko pipeto (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Združene države Amerike) smo 
inokulirali odmrznjeno ploščico po 100 μL suspenzije v posamezno luknjico. Ploščico smo 
inokulirali v smeri od najnižje koncentracije antimikotikov proti najvišji. Sledila je 
prekonočna inkubacija mikrotitrskih ploščic v inkubatorju pri 37 ºC (Kambič, Semič, 
Slovenija).  
Na koncu vsake serije smo uporabili kontrolna seva I. orientalis ATCC 6258 in C. 
parapsilosis ATCC 22019, s katerima smo preverili kvaliteto izvedene serije. Dobljene 
rezultate smo primerjali z vrednostmi iz EUCAST standarda (angl. Routine and extended 
internal quality control for MIC determination and agar dilution for yeasts and moulds as 
recommended by EUCAST) (EUCAST, 2019b).  
 
3.2.2.3 Odčitavanje mikrotitrskih ploščic 
 
Odčitavanje rezultatov je potekalo s spektrofotometrom Micronaut Scan (MERLIN 
Diagnostika GmbH, Bornheim, Nemčija) pri valovni dolžini 492 nm. Program, uporabljen 
za odčitavanje rezultatov je MCN6 (MERLIN Diagnostika GmbH, Bornheim, Nemčija). 
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3.2.2.4 Ugotavljanje MIK antimikotikov po EUCAST-AFST 
 
Najprej smo preverili, ali je bila optična gostota pozitivnih kontrol P ≥ 0,2. Rezultat ≥ 0,2 je 
pomenil, da je bila rast zadostna. Izračunali smo povprečno optično gostoto pozitivnih 
kontrol P v 12. stolpcu mikrotitrske ploščice za vsak izolat posebej. 
Nato smo izračunali 50-odstotno inhibicijo rasti I50 po enačbi 
((𝑃 − 0,1) ∗ 0,5) + 0,1        … (1) 
Za anidulafungin in mikafungin je bila vrednost MIK na poziciji, kjer je prva vrednost OD 
≤ I50.  
 
3.2.2.5 Interpretacija rezultatov mikrodilucije 
 
Izolate smo glede MIK razvrstili kot občutljive ali odporne glede na mejne vrednosti, podane 
v tabeli EUCAST standarda (angl. Antifungal Clinical Breakpoint Table v. 9.0, veljavne od 
12.02.2018) (EUCAST, 2018). Mejne vrednosti so prikazane v Preglednici 4.  
Preglednica 4: Mejne vrednosti C. albicans in C. glabrata za anidulafungin in mikafungin prirejene po 
EUCAST standardu.  
Antimikotik Mejne vrednosti MIK (mg/L) 
  C. albicans C. glabrata 
  S≤ R› S≤ R› 
anidulafungin 0,032 0,032 0,064 0,064 
mikafungin 0,016 0,016 0,032 0,032 
MIK, minimalna inhibitorna koncentracija; R, odporen; S, občutljiv.  
 
3.2.3 Molekularna opredelitev izolatov 
 
3.2.3.1 Izolacija DNA 
 
V molekularno opredelitev smo vključili 26 sevov C. glabrata, ki so se z mikrodilucijsko 
metodo po EUCAST izkazale za odporne. Kot kontrolo smo uporabili sev C. 
glabrata NEQAS 0142. Prekonočno kulturo iz Sabouraud dekstroznega agarja (IMI, 
Ljubljana, Slovenija) smo z zanko nacepili v fiziološko raztopino in premešali z vibracijskim 
mešalnikom. 1 mL raztopine smo odpipetirali v epice MagNA Lyser Green Beads (Roche, 
Mannheim, Nemčija). Sledila je mehanska liza z MagNA Lyser (Roche, Mannheim,  
Nemčija), ki je potekala pri 7000 rpm 60 sekund. Po lizi smo vzorce ohladili v zmrzovalniku 
in jih pred nanosom v napravo MagNA Pure Compact (Roche, Mannheim, Nemčija) 
premešali z vibracijskim mešalnikom. Volumen vzorca je bil 400 µL. Izolacija je potekala z 
MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche, Mannheim, Nemčija) in s 
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protokolom DNA_Bacteria_V3_2. Eluat smo nastavili na 100 µL. Izolirano DNA smo 
shranili v zmrzovalniku pri -20 ºC. 
 
3.2.3.2 Verižna reakcija s polimerazo 
 
25 µL PCR mešanice je vsebovalo:  
 2,5 µL vzorca 
 7,5 µL vode brez RNaze (QIAGEN, Hilden, Nemčija) 
 12,5 µL QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN, Hilden, Nemčija) 
 2,5 µL mešanice začetnih oligonukleotidov. 
 
3.2.3.3 Začetni oligonukleotidi 
 
V raziskavi smo uporabili dve skupini začetnih oligonukleotidov, kontrolne začetne 
oligonukleotide in začetne oligonukleotide, ki zaznavajo mutacije. Začetne oligonukleotide 
smo povzeli po protokolu PCR za določanje mutacij v genih FKS pri C. glabrata, ki so 
povezani z odpornostjo proti ehinokandinom (angl. Set of classical PCRs for detection of 
mutations in Candida glabrata FKS genes linked with echinocandin resistance) (Dudiuk in 
sod, 2014). V Preglednici 5 so zbrani začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri izvedbi 
verižne reakcije s polimerazo.  
 
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi pri izvedbi verižne reakcije s polimerazo (Dudiuk in sod., 2014). 
Kontrolni začetni oligonukleotidi Tarčni gen Zaporedje (5'→3') 
1-1670F FKS1 GTTGCTGCGGTCATGTTCTT 
1-2225R FKS1 GCGTTCCAGACTTGGGAAAT 
2-1619F FKS2 GAATGGTGGTTCGTTCCAAG 
2-2177R FKS2 TGTTGCTTCTCAGACTTTCACC 
Začetni oligonukleotidi za zaznavaje mutacij Tarčni gen Zaporedje (5'→3') 
1-F625F FKS1 CGCTGAATCATACTACTT 
1-S629R FKS1 GATTGGATCTCTTGAGA 
1-D632R FKS1 GACAAAATTCTGATTGGA 
2-F659F FKS2 CTCTGAATCGTACTTCTT 
2-S663R FKS2 GATAGGGTCTCTTAGAGA 
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3.2.3.4 Mešanica začetnih oligonukleotidov 
 
Pripravili smo 10x mešanico začetnih oligonukleotidov. To smo pripravili tako, da smo 





Reakcijo pomnoževanja smo izvedli s ploščicami Veriti (Applied Biosystems, Foster City, 
Združene države Amerike) na napravi Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster 
City, Združene države Amerike). Pomnoževanje je potekalo pri naslednjih pogojih:  
 
 Začetna denaturacija: 5 minut pri 95 °C 
 Sledilo je 25 ciklov: 
o 30 sekund pri 94 °C 
o 90 sekund pri 57 °C 
o 90 sekund pri 72 °C 
 končno podaljševanje 5 minut pri 72 °C 
 ohlajanje na 12 °C.  
 
3.2.3.6 Gelska elektroforeza 
 
Po pomnoževalnih ciklih je sledila analiza PCR produktov z agarozno elektroforezo. 
Raztopino z agarozo in 100 mL tris acetatnega pufra smo 3 minute segrevali v mikrovalovni 
pečici, dodali 10 µL SYBR Safe DNA barvila (Invitrogen, Carlsbad, Združene države 
Amerike) in nanesli v kadičko. Gel je bil po 15 minutah pripravljen za nanos vzorcev. Pred 
nanosom vzorcev na agarozni gel smo vzorce pomešali s CoralLoad Dye (QIAGEN, Hilden, 
Nemčija). Gelska elektroforeza je potekala 20 minut pri 140 V. Po zaključeni gelski 
elektroforezi smo gel vstavili v napravo Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, Združene države 
Amerike) in pregledali s programom Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-Rad, 
Hercules, Združene države Amerike).  
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4 REZULTATI  
 
4.1 OBČUTLJIVOST IZOLATOV C. albicans IN C. glabrata ZA EHINOKANDINE 
OPREDELJENA Z METODO ANTIMIKOTIČNEGA GRADIENTA 
 
Podatki občutljivosti C. albicans in C. glabrata za anidulafungin in mikafungin so bili zbrani 
za 10-letno obdobje od 1.1.2009 do 31.12.2018 v MBL (SRC Infonet, Kranj, Slovenija) v 
Laboratoriju za diagnostiko glivičnih infekcij IMI Medicinske fakultete Univerze v 
Ljubljani. V tem obdobju je bilo z metodo antimikotičnega gradienta testiranih 7982 izolatov 
C. albicans za anidulafungin in 1677 izolatov za mikafungin. V 10-letnem obdobju je bilo 
testiranih 3062 izolatov C. glabrata za občutljivost na anidulafungin in 1402 izolatov za 
občutljivost na mikafungin.  
Na Slikah 3-6 prikazujemo razporeditve MIK za anidulafungin in mikafungin. V diagramih 
nad stolpci so prikazane absolutne številke testiranih izolatov. 
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Slika 4: Izolati C. albicans iz MBL, razporejeni glede na MIK za mikafungin. 
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Slika 6: Izolati C. glabrata iz MBL, razporejeni glede na MIK za mikafungin. 
 
Zbranim podatkom občutljivosti za posamezno vrsto in antimikotik smo določili MIK50 in 
MIK90. Prikazujemo jih v Preglednicah 6 in 7, kjer so zbrani podatki testiranja občutljivosti 
izolatov C. albicans in C. glabrata z metodo antimikotičnega gradienta. Prikazano je število 
mejno občutljivih in odpornih izolatov v obdobju 2009-2018, skupaj z njihovim deležem.  
 
Preglednica 6: Število in delež mejno občutljivih in odpornih izolatov C. albicans v obdobju 2009-2018. 
Antimikotik I (%) R (%) MIK50 MIK90 
anidulafungin 15 (0,188) 1 (0,013) 0,002 0,004 
mikafungin 4 (0,239) 3 (0,179) 0,006 0,012 
I, mejno občutljiv; MIK, minimalna inhibitorna koncetracija; R, odporen. 
 
Preglednica 7: Število in delež mejno občutljivih in odpornih izolatov C. glabrata v obdobju 2009-2018. 
Antimikotik I (%) R (%) MIK50 MIK90 
anidulafungin 32 (1,045) 9 (0,294) 0,012 0,016 
mikafungin 13 (0,927) 14 (0,999) 0,008 0,016 





























Kocjančič M. Molekularna opredelitev … kvasovk s povišano odpornostjo proti antimikotikom. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
30 
4.2 PRIMERJAVA OBČUTLJIVOSTI IZOLATOV C. albicans in C. glabrata Z METODO ANTIMIKOTIČNEGA GRADIENTA 
IN MIKRODILUCIJSKO METODO 
 
V Preglednici 8 so prikazane vrednosti MIK, pridobljene z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijami po CLSI (CLSI M27-S4, 
2012) ter vrednosti MIK, pridobljene z mikrodilucijo in interpretacijo rezultatov po EUCAST standardu (EUCAST, 2018) za 
anidulafungin in mikafungin pri izolatih C. albicans. 
Preglednica 8: Primerjava MIK za anidulafungin in mikafungin za izolate C. albicans z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijami po CLSI (CLSI M27-



























(EUCAST) Vrsta vzorca 
1 
C. 
albicans 0,5 0,5 I R NP 2 NP R Bris ustne sluznice 
2 
C. 






















albicans 0,38 0,125 I R 0,25 0,125 S R Operacijska rana  
7 
C. 
albicans 0,38 0,25 I R 0,25 0,125 S R Operacijska rana 
8 
C. 





albicans 0,5 0,125 I R NP 0,25 NP R 
Konica urinskega 
katetra 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Preglednice 8: Primerjava MIK za anidulafungin in mikafungin za izolate C. albicans z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijami po CLSI 




























(EUCAST) Vrsta vzorca 
10 
C. 






albicans 0,38 0,25 I R 0,75 1 I R 
Bronhoalveolarni 
izpirek 
MIK, minimalna inhibitorna koncentracija; I, mejno občutljiv; NP, ni podatka; R, odporen; S, občutljiv. 
Legenda: velika odstopanja pri interpretaciji rezultatov med metodama so oddebeljena.  
 
V Preglednici 9 so prikazane vrednosti MIK, pridobljene z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijami po CLSI (CLSI M27-S4, 
2012) ter vrednosti MIK, pridobljene z mikrodilucijo in interpretacije rezultatov po EUCAST standardu (EUCAST, 2018) za 
anidulafungin in mikafungin pri izolatih C. glabrata. 
Preglednica 9: Primerjava MIK za anidulafungin in mikafungin za izolate C. glabrata z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijami po CLSI (CLSI M27-



























(EUCAST) Vrsta vzorca 
12 
C. 
glabrata 8,0 4 R R NP 2 NP R Izkašljek 
13 
C. 
glabrata 0,38 0,5 I R NP 0,125 NP R 





glabrata 0,38 0,5 I R NP 0,25 NP R 
Kri iz CVK v 
gojišču 
BacT/ALERT 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Preglednice 9: Primerjava MIK za anidulafungin in mikafungin za izolate C. glabrata z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijami po CLSI 



























(EUCAST) Vrsta vzorca 
15 
C. 
glabrata 0,125 4 S R 0,125 4 I R Bris fistule 
16 
C. 
glabrata 0,125 4 S R 0,125 4 I R Bris fistule  
17 
C. 
glabrata 0,125 2 S R 0,125 4 I R Bris fistule 
18 
C. 
glabrata 1,0 2 R R 0,25 2 R R 




glabrata 3 4 R R 4 ≥4 R R Konica CVK katetra 
20 
C. 
glabrata 3,0 4 R R 4,0 ≥4 R R Izpirek VAP 
21 
C. 





glabrata 0,064 2 S R 0,125 4 I R 




glabrata 0,064 2 S R 0,125 4 I R 




glabrata 0,064 2 S R 0,125 4 I R 









glabrata 0,25 0,016 I S NP 0,031 NP S Blato 
27 
C. 





glabrata 0,19 2 S R 0,125 2 I R Vsebina abcesa 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Preglednice 9: Primerjava MIK za anidulafungin in mikafungin za izolate C. glabrata z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijami po CLSI 



























(EUCAST) Vrsta vzorca 
29 
C. 
glabrata 0,25 0,125 I R 0,047 0,063 S R Bris trebušne votline 
30 
C. 
glabrata 0,19 0,125 S R 0,38 1 R R 









glabrata 1 2 R R 0,25 2 R R Izpirek iz bronha 
33 
C. 
glabrata 0,25 0,25 I R NP 0,125 NP R Urin 
34 
C. 
glabrata 0,25 0,25 I R NP 0,125 NP R Urin 
35 
C. 
glabrata 0,25 0,25 I R NP 0,125 NP R Bris rektuma 
36 
C. 
glabrata 0,25 0,031 I S NP 0,031 NP S Izpirek iz bronha 
37 
C. 
glabrata 0,25 2 I R NP 4 NP R 
Kri iz arterije v 
BACTEC - Mycosis 
38 
C. 
glabrata NP 2 NP R 0,5 2 R R 




glabrata 0,25 0,063 I S NP 0,031 NP S Sputum 
40 
C. 
glabrata 0,25 0,063 I S 0,032 0,063 S R Aspirat želodca 
MIK, minimalna inhibitorna koncentracija; I, mejno občutljiv; NP, ni podatka; R, odporen; S, občutljiv.         
 
Legenda: Izolati, ki jih v nadaljevanju nismo vključili v molekularno opredelitev, so podčrtani. Izolati, pri katerih je bilo opaziti velika 
odstopanja v interpretaciji rezultatov po obeh metodah, so oddebeljeni.
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V vseh primerih velikih napak oziroma razlik v interpretaciji med metodo antimikotičnega 
gradienta in referečno mikrodilucijsko metodo (5/22 za C. albicans in 12/58 za C. glabrata) 
je referenčna metoda pokazala višjo odpornost testiranih izolatov. Le pri treh izolatih C. 
glabrata je referenčna metoda pokazala, da so bili izolati občutljivi za ehinokandin, medtem 
ko smo jih z metodo antimikotičnega gradienta in interpretacijo po CLSI opredelili za slabše 
občutljive (I) (Preglednici 8 in 9). 
 
4.3. MOLEKULARNA OPREDELITEV ODPORNOSTI IZOLATOV C. glabrata 
 
Iz pridobljenih rezultatov mikrodilucije smo za molekularno opredelitev odpornosti izbrali 
tiste seve C. glabrata, ki so bili po EUCAST opredeljeni kot odporni. V testiranje smo 
vključili 26 sevov C. glabrata, ki so imeli MIK za anidulafungin višji od 0,064 mg/L in MIK 
za mikafungin višji od 0,032 mg/L. V Preglednici 10 so prikazani rezultati molekularnega 
opredeljevanja odpornosti z mestom mutacije. 
Preglednica 10: Prisotnost mutacij FKS in mesto mutacij pri izolatih C. glabrata. 
Vzorec Vrsta kvasovk Prisotnost mutacij FKS Mesto mutacije 
12 C. glabrata da S663 
13 C. glabrata da S663 
14 C. glabrata da S663 
15 C. glabrata da S663 
16 C. glabrata da S663 
17 C. glabrata da S663 
18 C. glabrata da S663 
19 C. glabrata da S663 
20 C. glabrata da S663 
21 C. glabrata ne - 
22 C. glabrata da S663 
23 C. glabrata da S663 
24 C. glabrata da S663 
25 C. glabrata ne - 
27 C. glabrata da S663 
28 C. glabrata ne - 
29 C. glabrata ne - 
30 C. glabrata da S663 
31 C. glabrata ne - 
32 C. glabrata ne - 
33 C. glabrata da S663 
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Preglednice 10: Prisotnost mutacij FKS in mesto mutacij pri izolatih C. glabrata. 
Vzorec Vrsta kvasovk Prisotnost FKS mutacij Mesto mutacije 
34 C. glabrata ne - 
35 C. glabrata ne - 
37 C. glabrata da S663 
38 C. glabrata da S663 
40 C. glabrata da S663 
 
V Preglednici 11 so zbrani podatki o številu izolatov ter deležu prisotnosti mutacij FKS pri 
odpornih izolatih C. glabrata. 
Preglednica 11: Število in delež prisotnih mutacij FKS pri izolatih C. glabrata. 
Izolati C. glabrata Skupno število izolatov Delež v odstotkih (%) 
  26 100 
Prisotne mutacije FKS   18 69,2 







Kocjančič M. Molekularna opredelitev … kvasovk s povišano odpornostjo proti antimikotikom. 




Oportunistične glivne okužbe so pogosto prisotne pri bolnikih z motnjami v delovanju 
imunskega odziva. Najpogosteje jih povzročajo glive iz rodu Candida, med katerimi je 
najpogostejša okužba s C. albicans. Pogosto iz kliničnih vzorcev izoliramo tudi C. glabrata, 
C. tropicalis, I. orientalis in C. parapsilosis. Oportunistične okužbe so pogosto prisotne pri 
bolnikih z nevtropenijo, pri zdravljenju s kortikosteoridi ali antibiotiki, ogroženi so tudi 
bolniki po presaditvi organov in krvotvornih matičnih celic, bolniki na dializi in bolniki, ki 
prejemajo parenteralno prehrano (Matos, 2002). Pod pojem kandidoza uvrščamo širok nabor 
bolezni, od površinskih in blažjih oblik, kamor uvrščamo kandidozo požiralnika in 
orofaringealno kandidozo do resnejših okužb, kot so okužbe krvnega obtoka in diseminirano 
kandidozo. Invazivna kandidoza vključuje kandidemijo, endokarditis, diseminirane okužbe, 
okužbe centralnega živčnega sistema, endoftalmitis in osteomielitis. Kljub vsemu napredku 
pri diagnostiki in zdravljenju je kandidoza povezana z visoko stopnjo umrljivosti (Yapar, 
2014). Zaradi širšega nabora antimikotikov, ki so na voljo za zdravljenje glivnih okužb, 
pogostejšega pojavljanja odpornosti in premika spektra povzročiteljev proti odpornejšim 
vrstam se je pojavila potreba po testiranju občutljivosti za antimikotike. Rezultati teh 
preiskav so pomembni pri izbiri primernega zdravljenja (Alastruey-Izquierdo in Cuenca-
Estrella, 2012). 
Izbor izolatov C. albicans in C. glabrata za nadaljno analizo je potekal s pregledom 
podatkov v sistemu MBL (SRC Infonet, Kranj, Slovenija). V raziskavo smo vključili izolate 
C. albicans in C. glabrata, ki so bili z metodo  antimikotičnega gradienta interpretirani po 
standardu CLSI kot mejno občutljivi ali odporni proti anidulafunginu in mikafunginu. V 
raziskavo nismo vključili rezultatov testiranja občutljivosti za kaspofungin. Kaspofungin 
ima namreč pomanjkljivo interpretacijsko shemo in nima jasno postavljenih mejnih 
vrednosti, kar je posledica velikega nihanja med vrednostmi MIK med različnimi laboratoriji 
(Tomazin in Matos, 2014). Izolati C. albicans in C. glabrata so izvirali iz različnih kliničnih 
vzorcev, bodisi iz primarno sterilnih mest pa tudi tistih, pri katerih so bile glive osamljene 
kot kolonizatorji sluznic ali kože. Iz podatkov smo izbrali izolate brez podvojitev ter od teh 
izbrali izolate, ki so bili shranjeni v zbirki stalnih gojišč na IMI, Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani, zamrznjeni na -80 ºC. Iz obsežnih informacij o občutljivosti izolatov 
smo za anidulafungin in mikafungin določili MIK50 in MIK90 za obe obravnavani vrsti 
kvasovk. Primerjava teh rezultatov z rezultati SENTRY programa pokaže, da so MIK50 in 
MIK90 pri naši skupini izolatov v večini primerov kar za faktor 10 nižje od vrednosti, ki so 
navedene v študijah programa SENTRY (Pfaller in sod., 2019). Glede na število vključenih 
vzorcev (7982 za anidulafungin in 1677 za mikafungin pri izolatih C. albicans ter 3062 za 
anidulafungin in 1402 za mikafungin pri izolatih C. glabrata) tu ne moremo iskati vzroka za 
takšno razliko. Menimo, da je najverjetnejši razlog za to razliko uporabljena metoda, saj smo 
uporabili metodo antimikotičnega gradienta in ne referenčne mikrodilucijske metode. 
Proizvajalec komercialnega testa v navodilih navaja, da je test usklajen z referenčno CLSI 
Kocjančič M. Molekularna opredelitev … kvasovk s povišano odpornostjo proti antimikotikom. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
37 
metodo, vendar se izvedbeno seveda obe metodi razlikujeta, odčitavanje pa je do neke mere 
odvisno od človeškega faktorja, kar bi bil lahko dodatni razlog za omenjeno diskrepanco. 
 
V preučevanem desetletnem obdobju od 1.1.2009 do 31.12.2018 je bilo na IMI v 
Laboratoriju za diagnostiko glivičnih infekcij 15 (0,188 %) kliničnih izolatov C. albicans 
opredeljenih kot mejno občutljivih in 1 (0,013 %) izolat opredeljen kot odporen proti 
anidulafunginu z metodo antimikotičnega gradienta. V enakem časovnem obdobju so bili 4 
(0,239 %) klinični izolati C. albicans opredeljeni kot mejno občutljivi in 3 (0,179 %) izolati 
opredeljeni kot odporni proti mikafunginu.  
 
V preučevanem obdobju od 1.1.2009 do 31.12.2018  je bilo 32 (1,045 %) kliničnih izolatov 
C. glabrata opredeljenih kot mejno občutljivih in 9 (0,294 %) izolatov opredeljenih kot 
odpornih proti anidulafunginu z metodo antimikotičnega gradienta. V istem časovnem 
obdobju je bilo 13 (0,927 %) kliničnih izolatov C. glabrata opredeljenih kot mejno 
občutljivih in 14 izolatov (0,999 %) opredeljenih kot odpornih proti mikafunginu.  
 
Rezultati občutljivosti izolatov v preučevanem obdobju prikazujejo nizke deleže mejno 
občutljivih in odpornih izolatov, kar je v nasprotju z nekaterimi raziskavami, ki prikazujejo 
visok delež odpornosti proti ehinokandinom med izolati Candida spp.. Beyer in sod. (2019) 
so preučevali občutljivost izolatov Candida spp. iz avstrijskih bolnišnic, ki so bili zbrani v 
časovnem obdobju od 2007 do 2016. Odkrili so, da je bilo 8 % izolatov C. albicans z 
mikrodilucijsko metodo po EUCAST opredeljenih kot odpornih proti anidulafunginu in 16 
% odpornih proti mikafunginu. Pri C. glabrata je bilo proti anidulafunginu odpornih 6 % 
izolatov in proti mikafunginu odpornih 2 % izolatov (Beyer in sod., 2019).  
 
Naši rezultati so bližje zadnjim izsledkom SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, 
ki sledi dogajanju na področju odpornosti. V testiranje je bilo vključenih 7179 izolatov C. 
albicans in 2860 izolatov C. glabrata, ki so bili razvrščeni z referenčno metodo po CLSI. V 
obdobju 2006-2016 so odkrili, da ni bilo nobenega primera odpornosti proti anidulafunginu 
in 0,1 % odpornih izolatov proti mikafunginu pri izolatih C. albicans. Pri izolatih C. glabrata 
je bilo največ primerov odpornosti proti ehinokandinom, kjer je bilo v istem obdobju proti 
anidulafunginu odpornih 2,2 % izolatov in proti mikafunginu odpornih 1,7 % izolatov 
(Pfaller in sod., 2019). 
 
Klotz in sod. (2016) so preučevali odpornost proti ehinokandinom pri invazivnih izolatih C. 
glabrata. Testirali so 64 izolatov C. glabrata iz hemokultur, 45 izolatov iz univerzitetne 
bolnišnice v Essnu in 19 iz bolnišnice na Dunaju. Vzorci so bili pridobljeni v letih 2008-
2012 (Essen) in 2008-2010 (Dunaj). Občutljivost izolatov so potrdili z mikrodilucijsko 
metodo po EUCAST. Pri vseh izolatih so s PCR želeli potrditi prisotnost FKS-mutacij. V 
raziskavi so potrdili en primer odpornosti proti ehinokandinom, kar predstavlja 1,6 % vseh 
izolatov. Pri izolatu so s PCR dokazali prisotnost mutacije FKS na poziciji FKS2 HS1 S663P. 
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Bolnik je bil predhodno več tednov zdravljen s kaspofunginom, dodaten dejavnik tveganja 
je predstavljala dolgotrajna hospitalizacija na intenzivnem oddelku (Klotz in sod., 2016). 
 
McCarty in sod. (2018) so preučili 3876 izolatov Candida spp. za namen ugotavljanja 
odpornosti proti mikafunginu. Izolati so bili odvzeti v časovnem obdobju 2005-2015 na 
Univerzi Alabama v Birminghamu, od tega je bilo 832 izolatov C. glabrata. Od preučevanih 
izolatov je 33 izolatov izkazalo zmanjšano občutljivost za mikafungin brez ali s prisotnimi 
FKS-mutacijami, C. glabrata je predstavljala večino teh izolatov. Opazili so trend upadanja 
primerov kandidemij, prav tako so poročali o nizkem odstototku izolatov Candida spp., ki 
so bili odporni proti mikafunginu. V obdobju 2008-2015 je bilo 1,2 % izolatov, povezanih s 
kandidemijo, odpornih proti mikafunginu. Relativno nizek delež odpornosti so pripisali 
zmanjševanju uporabe ehinokandinov ter omejevanju časovne izpostavljenosti 
ehinokandinom kot empirične terapije (McCarty in sod., 2018).  
 
5.1 UJEMANJE KOMERCIALIH METOD Z REFERENČNIMI METODAMI  
 
V drugem delu naloge smo vse izolate C. albicans in C. glabrata, ki so izkazovali povišane 
vrednosti MIK za ehinokandine testirali še z referenčno mikrodilucijsko metodo po 
EUCAST in vrednosti primerjali z že znanimi rezultati metode antimikotičnega gradienta. 
Mikrodilucijski metodi po standardu EUCAST ali CLSI predstavljata referenčni metodi pri 
testiranju občutljivosti. Metodi sta zahtevni in dolgotrajni, zato se občutljivost v laboratorijih 
določa s komercialnimi metodami, kot so Etest, disk difuzijska metoda, Sensititre®, 
Micronaut® ali Vitek®. Vsaka metoda od naštetih ima določene pomanjkljivosti. Podatki, 
pridobljeni s temi metodami, sovpadajo z rezultati metode EUCAST pri testiranju 
občutljivosti za ehinokandine. Pri testiranju lahko pride do neskladij, ki so posledica nejasnih 
con inhibicije ali rasti gliv (Beyer in sod., 2019). 
Bougnoux in sod. (2016) so naredili primerjavo med Etestom in metodo EUCAST pri 
določanju občutljivosti za mikafungin pri izolatih Candida spp.. V raziskavo so vključili 933 
izolatov iz 16 bolnišnic v Franciji, katerim so z Etestom določili MIK. Sledila je določitev 
MIK izolatov v enem samem centru z mikrodilucijsko metodo po EUCAST. Če so bili 
rezultati MIK z obema metodama znotraj ±2log2 razredčitev, so bili opredeljeni kot visoko 
ujemanje (angl. essential agreement), opredelili so tudi ±1log2. Kategorično ujemanje so 
opredelili kot delež izolatov, umeščenih v isto kategorijo - kot občutljiv, mejno občutljiv ali 
odporen in umestitev med divji ali ne-divji tip. Odkrili so, da je visoko ujemanje za izolate 
C. albicans doseglo 100 %, visoko ujemanje za izolate C. glabrata pa je bilo 98,7 %. 
Kategorično ujemanje za izolate C. albicans je bilo 96,9 %, kategorično ujemanje za izolate 
C. glabrata je bilo 96,7 %. Z rezultati so potrdili ustreznost uporabe Etesta pri rutinskem 
določanju občutljivosti kliničnih izolatov Candida spp. (Bougnoux in sod., 2016). 
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Aigner in sod. (2017) so testirali 104 izolate Candida spp. iz hemokultur, da bi primerjali 
ustreznost podatkov o občutljivosti, pridobljenih s Sensititre™ YeastOne™ v primerjavi z 
mikrodilucijsko metodo po EUCAST. Pri izolatih C. albicans in C. glabrata je bilo bistveno 
ujemanje za anidulafungin in mikafungin 100 %. Ugotovili so, da je bilo pri C. albicans 
kategorično ujemanje med metodama za anidulafungin 97 % in za mikafungin 98 %. Pri 
izolatih C. glabrata so prišli do ugotovitev, da je bilo kategorično ujemanje za anidulafungin 
in mikafungin 94%. Rezultate so ocenili kot sprejemljive, toda slabše kot ujemanje 
rezultatov Etesta z mikrodilucijsko metodo po EUCAST (Aigner in sod., 2017).  
 
V naši raziskavi smo z referenčno mikrodilucijsko metodo po EUCAST testirali le tiste 
izolate C. albicans in C. glabrata, kjer smo z metodo antimikotičnega gradienta ugotovili 
povišane vrednosti MIK, ki smo jih ovrednostili po smernicah CLSI. Kriterij za vključitev 
izolatov C. albicans v raziskavo je bil MIK ≥ 0,38 mg/L za anidulafungin in MIK ≥ 0,38 
mg/L. Kriterij za vključitev izolatov C. glabrata v raziskavo je bil MIK ≥ 0,25 mg/L za 
anidulafungin in MIK ≥ 0,094 mg/L za mikafungin. Tako smo z izločitvijo dvojnikov za C. 
albicans enajst izolatov opredelili za slabše občutljive ali odporne na proti vsaj enega od 
dveh testiranih ehinokandinov, anidulafungin in mikafungin. Vsi so se z mikrodilucijo 
izkazali za odporne proti obema testiranima ehinokandinoma. Pri petih izolatih C. albicans 
smo z metodo antimikotičnega gradienta opredelili izolat kot občutljiv, z mikrodilucijo pa 
se je izkazal za odpornega proti mikafunginu. Do podobnih rezultatov smo prišli tudi pri 
izolatih C. glabrata. Od 29 izbranih izolatov, ki so se po CLSI kriterijih z metodo 
antimikotičnega gradienta izkazali za slabše občutljivi ali odporni proti vsaj enemu od 
ehinokandinov, smo z mikrodilucijo le pri treh izolatih ugotovili, da so občutljivi za 
ehinokandine, pri vseh ostalih pa smo potrdili odpornost. Iz rezultatov je razvidno, da 
metoda antimikotičnega gradienta ni zanesljiva za opredelitev vseh odpornih izolatov. Ker 
gre pri odčitavanju rezutatov za subjetivno opredelitev MIK, je to eden od pomembnih 
dejavnikov, ki lahko vodijo do napačnega rezultata. S testiranjem obeh ehinokandinov smo 
zmanjšali verjetnost napake in vsaj z enim izmed njih ugotovili zmanjšano odpornost. Kljub 
vsemu pa je potrebno, da izolate iz primarno sterilnih mest testiramo z referenčno metodo. 
To smo potrdili tudi z nadaljno molekularno opredelitvijo odpornih izolatov. 
 
Zaradi naraščujočega števila okužb in povečanega pojava odpornosti proti ehinokandinom 
pri izolatih smo se v drugem delu naloge posvetili molekularni opredelitvi odpornih izolatov 
C. glabrata. Odpornost proti ehinokandinom je povezana s substitucijami v podenotah FKS 
glukan sintaze. Substititucije zmanjšajo občutljvost encima, kar ima za posledico povišane 
MIK. Vse mutacije ne vodijo do enako močno izražene odpornosti. Substitucije aminokislin 
na mestih Ser663 in Phe659 v FKS2 ter Ser629 v FKS1 so najpogostejše mutacije pri C. 
glabrata, ki povzročijo najbolj izražene fenotipe odpornosti (Perlin, 2015b). V molekularno 
opredelitev smo vključili 26 odpornih izolatov C. glabrata. V raziskavi smo uporabili pet 
začetnih oligonukleotidov, ki zaznajo deset najpogostejših mutacij, povezanih z odpornostjo 
proti ehinokandinom. Mutacije smo iskali na petih različnih mestih v FKS1 in FKS2. Gre za 
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mesta mutacij F625, S629, D632 v FKS1 in mesti F659 ter S663 v FKS2. Za kontrolo smo 
uporabili sev C. glabrata NEQAS 0142. Kontrola je delovala za začetne oligonukleotide 1-
F625 (FKS1), 1-D632 (FKS1) in 2-S663 (FKS2), zato smo se v raziskavi posvetili mutacijam 
na omenjenih mestih. Odsotnost pomnožka po reakciji PCR je pomenila prisotnost mutacije.  
 
V raziskavi smo ugotovili, da so bile pri 18 izolatih C. glabrata prisotne FKS-mutacije. V 
odstotkih to predstavlja prisotnost mutacij pri 69,2 % vseh odpornih izolatov C. glabrata. 
Vsi izolati, pri katerih so bile prisotne FKS-mutacije, so bili z mikrodilucijsko metodo po 
EUCAST opredeljeni kot odporni proti anidulafunginu in mikafunginu, z izjemo vzorca 
številka 40, ki je bil opredeljen kot občutljiv za anidulafungin in odporen proti mikafunginu.  
 
Do podobnega odstotka odpornosti so prišli tudi Pham in sod. (2014), ki so preučili 1380 
izolatov C. glabrata, pridobljenih med letoma 2008 in 2013 iz štirih ameriških mest. Vzorci 
so bili odvzeti bolnikom s kandidemijo. Od 1380 izolatov je bilo 77 izolatov opredeljenih 
kot mejno občutljivih ali odpornih proti ehinokandinom z mikrodilucijsko metodo po CLSI. 
Mejno občutljivih je bilo 19, odpornih proti najmanj enemu ehinokanidnu je bilo 58 izolatov. 
Pri 47 izolatih so potrdili prisotnost mutacij FKS. Zaključili so, da so bile mutacije FKS 
prisotne pri 81 % izolatov C. glabrata, odpornih proti ehinokandinom (Pham in sod., 2014).  
 
Raziskovalci so zaznali tudi nižje deleže prisotnosti mutacij FKS pri populaciji izolatov C. 
glabrata. Castanheira in sod. (2014) so preučevali pogostnost mutacij FKS pri 119 izolatih 
C. glabrata iz časovnega obdobja med 2001 in 2011. Izolati so imeli MIK nad ECOFF ali 
MIK, značilen za ne-divji tip proti enemu ali več ehinokandinom. Izolati so bili ponovno 
opredeljeni z mikrodilucijsko metodo po CLSI. Ugotovili so, da so bile spremembe v FKS 
prisotne pri 37 izolatih s povišanimi vrednostmi MIK, kar predstavlja 31,1 % izolatov. Od 
teh izolatov jih je imelo 28 prisotne substitucije v regiji, kjer so mutacije pogosteje prisotne 
(angl. hot spot) (Castanheira in sod., 2014). Tudi Shields in sod. (2019) so prišli do podobnih 
ugotovitev, od preučevanih 247 izolatov C. glabrata jih je imelo 33 % (82 izolatov) prisotne 
mutacije v FKS1 in FKS2 (Shields in sod., 2019). 
 
Garcia-Effron in sod. (2009) so opazili, da so mutacije na mestih F625S, S629P v Fks1p in 
F659S ter S663P v Fks2p povezane z največjimi povišanji vrednosti MIK pri izolatih C. 
glabrata (Garcia-Effron in sod., 2009). Menendez in sod. (2019) so v raziskavi preučili 18 
izolatov C. glabrata, odvzetih 5 bolnikom v dveh španskih bolnišnicah. Občutljivost 
izolatov so določili z mikrodilucijsko metodo po EUCAST. Odkrili so, da so vsi izolati, ki 
so bili odporni proti najmanj enemu ehinokandinu imeli prisotne mutacije v regiji, kjer so 
mutacije pogostejše (angl. hot spot) 1 gena FKS2. Najpogosteje so bile mutacije prisotne na 
poziciji S663P in 1F659. Preostale substitucije so bile na pozicijah L664R, D666E in 
D666N. Mutaciji na mestu S663P in 1F659 sta bili povezani z višjimi vrednostmi MIK kot 
mutacije na drugih mestih (Menendez in sod., 2019). 
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Do podobnih izsledkov so prišli tudi pri SENTRY, kjer so v molekularno analizo vključili 
51 izolatov C. glabrata. Vsi izolati so bili z mikrodilucijsko metodo po CLSI opredeljeni 
kot mejno občutljivi ali odporni proti enemu ali več ehinokandinom. Pri vseh izolatih so bile 
prisotne spremembe v FKS, v regiji pogostejših mutacij (angl. hot spot) 1. Kar 16 izolatov 
je imelo prisotne spremembe v FKS2 S663P, 8 izolatov v FKS2 F659S/V/Y, 6 izolatov v 
FKS1 S629P, 4 izolati v FKS1 F625S, 3 izolati v FKS2 F659, 3 izolati v FKS2 S663F in 2 
izolata v FKS2 L662W. Pri 5 izolatih so se pojavile mutacije na dveh mestih (Pfaller in sod., 
2019). 
 
Pham in sod. (2014) so v raziskavi opredelili tudi na katerih mestih so bile mutacije prisotne. 
Odkrili so, da je bilo 5 različnih mutacij (S629P, R631G, D632V, D632Y in I634V) prisotnih 
v FKS1 in 7 mutacij (S663P, F659Y, D666V, S663F, F659S, P667H in F658) prisotnih v 
FKS2. Vse mutacije so se nahajale v regiji, kjer so mutacije pogostejše (angl. hot spot) 1. 
Največje število izolatov (21) je imelo mutacijo na mestu S663P (Pham in sod., 2014). 
 
Tudi v naši raziskavi smo prišli do podobnih ugotovitev. Vse mutacije so bile prisotne v 
FKS2 regiji pogostih mutacij (angl. hot spot) 1, natančneje na poziciji S663, ki je bila 
povezana z visokimi vrednostmi MIK. Pri vzorcih pod zaporedno številko 15, 16, 19, 20 in 
25 so bili zelo visoke MIK (≥4 mg/L) pri testiranju občutljivosti za oba ehinokandina. Pri 
vseh vzorcih so bile prisotne mutacije na mestu S663 razen pri vzorcu številka 25, kjer lahko 
sklepamo, da gre za mutacijo na drugi poziciji, ki ni bila zajeta v raziskavo. Mutacije so bile 
odsotne pri vzorcih številka 21, 28, 29, 31, 32, 34 in 35. Od vzorcev, ki so imeli prisotno 
mutacijo na mestu S663 je bilo 9 vzorcev odvzetih iz primarno sterilnih mest. 
 
Slabost raziskave predstavlja dejstvo, da smo prisotnost mutacij testirali samo na treh mestih: 
F625 (FKS1), D632 (FKS1) in S663 (FKS2). Vsi odporni izolati C. glabrata so imeli 
prisotno mutacijo na mestu S663. Za natančnejšo opredelitev mutacij bi bilo potrebno izvesti 
sekvenciranje. Spettel in sod. (2019) so za določitev genov vpletenih v nastanek odpornosti 
proti ehinokandinom pri izolatih C. albicans in C. glabrata kot učinkovito metodo 
izpostavili sekvenciranje nove generacije. V primerjavi s sekvenciranjem po Sangerju 
prednost metode predstavlja manjša količina podatkov ter posledično hitrejša analiza. S 
sekvenciranjem nove generacije so zaznali tudi mutacije, ki do sedaj še niso bile odkrite 
(Spettel in sod., 2019).  
  
Kocjančič M. Molekularna opredelitev … kvasovk s povišano odpornostjo proti antimikotikom. 




 V obdobju 2009-2018 je bilo z metodo antimikotičnega gradienta 0,188 % izolatov 
C. albicans iz kliničnih vzorcev opredeljenih kot mejno občutljivih in 0,013 % 
izolatov opredeljenih kot odpornih proti anidulafunginu ter 0,239 % izolatov 
opredeljenih kot mejno občutljivih in 0,179 % izolatov opredeljenih kot odpornih 
proti mikafunginu.  
 
 V obdobju 2009-2018 je bilo z metodo antimikotičnega gradienta 1,045 % izolatov 
C. glabrata opredeljenih kot mejno občutljivih in 0,294 % izolatov opredeljenih kot 
odpornih proti anidulafunginu. V istem časovnem obdobju je bilo 0,927 % kliničnih 
izolatov C. glabrata opredeljenih kot mejno občutljivih in 0,999 % opredeljenih kot 
odpornih proti mikafunginu.  
 
 Z mikrodilucijo po standardu EUCAST so bili vsi testirani izolati C. albicans, ki so 
bili z metodo antimikotičnega gradienta opredeljeni kot slabše občutljivi na vsaj 
enega od ehinokandinov, opredeljeni kot odporni proti anidulafunginu in 
mikafunginu. 
 
 Z mikrodilucijo po standardu EUCAST smo potrdili, da je bila večina izolatov C. 
glabrata, ki so bili z metodo antimikotičnega gradienta opredeljeni kot slabše 
občutljivi na vsaj enega od ehinokandinov, opredeljena kot odporna proti 
anidulafunginu in mikafunginu, z izjemo dveh vzorcev, ki sta izkazala občutljivost 
za anidulafungin in odpornost proti mikafunginu ter treh vzorcev, ki smo jih 
opredelili kot občutljive za oba ehinokandina.  
 
 Z molekularno opredelitvijo smo ugotovili prisotnost mutacij FKS pri 69,2 % 
odpornih izolatov C. glabrata. 
 
 Mutacije FKS so se nahajale v FKS2, na mestu S663.  
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Invazivne glivne okužbe predstavljajo veliko tveganje za čedalje številčnejšo populacijo 
imunsko oslabelih bolnikov. Imunska oslabelost je posledica presaditve organov in 
krvotvornih matičnih celic, zdravljenja s širokospektralnimi antibiotiki, kortikosteroidi in 
kemoterapijo. Invazivno kandidozo najpogosteje povzroča C. albicans, povečuje se število 
okužb z drugimi vrstami in med temi prevladuje vrsta C. glabrata. Invazivno kandidozo 
povezujemo z visoko stopnjo umrljivosti.  
 
Zdravilo izbora pri zdravljenju invazivne kandidoze so ehinokandini. Ehinokandini 
preprečujejo sintezo β-(1,3)-D-glukana, ki je prisoten v celični steni gliv. Zmanjšana 
občutljivost za ehinokandine je posledica pridobljenih mutacij FKS. Substitucije aminokislin 
so pri C. albicans prisotne v FKS1, pri C. glabrata v FKS1 in FKS2. Mutacije so povezane 
s povišanimi vrednostmi MIK in odpornostjo proti ehinokandinom. Pri C. glabrata je 
verjetnost za nastanek odpornosti večja zaradi haploidnega genoma, zaskrbljujoč je pojav 
odpornosti proti ehinokandinom pri izolatih, ki so hkrati odporni proti azolom.  
 
Za obvladovanje invazivnih okužb je potrebna natančna in zanesljiva metoda za določanje 
občutljivosti izolatov za antimikotike. Metode ločimo na komercialne metode, kot so metoda  
antimikotičnega gradienta, disk difuzijska metoda, Vitek®2 in Sensitire™ YeastOne™ ali 
referenčne metode. CLSI in EUCAST sta razvili referenčni metodi, ki temeljita na izvedbi z 
mikrodilucijo.  
 
V raziskavo smo vključili klinične izolate C. albicans in C. glabrata, ki so bili poslani v 
analizo v Laboratorij za diagnostiko glivičnih infekcij, na IMI, Medicinske fakultete v 
Ljubljani. Pri izolatih smo želeli preveriti in opredeliti prisotnost odpornosti proti 
anidulafunginu in mikafunginu. Izolati so bili opredeljeni z metodo antimikotičnega 
gradienta kot mejno občutljivi ali odporni proti anidulafunginu in mikafunginu. Z 
mikrodilucijsko metodo po EUCAST smo ponovno testirali izolate in jih glede na vrednosti 
v tabeli EUCAST standarda razvrstili kot občutljive ali odporne. Izolati C. glabrata, ki so 
bili potrjeni kot odporni, so bili izbrani za molekularno analizo. Izolacija DNA je potekala z 
MagNA Pure Compact (Roche, Mannheim, Nemčija). Sledila je verižna reakcija s 
polimerazo na Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, Združene države 
Amerike), s katero smo želeli določiti prisotnost in mesto FKS-mutacij. Naši rezultati so 
pokazali, da so bile FKS-mutacije prisotne pri 69,2 % odpornih izolatov C. glabrata. Vse 
mutacije so se nahajale v FKS2, v regiji, kjer so mutacije pogostejše (angl. hot spot). 
Mutacije so bile prisotne na mestu S663, ki je povezano z visokimi vrednostmi MIK.  
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